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365مدت اجراء - روز
انجام این گونه مطالعات بتواند چشم انداز هاي با ارزشی را به منظور درك استعداد ژنتیکی ابتال به این بیماریها فراهم نماید و همچنین ممکنضرورت انجام تحقیق
است منجر به بهبود تشخیص بالینی و مدیریت بهتر بیماران گرددبنابراین انجام پژوهش در این زمینه ضروري به نظر می رسد و مطالعه کنونی
نیز بر این اساس صورت خواهد گرفت.
تعیین ارتباط پلی مورفیسم ژن آدیپونکتین G+276T با مقاومت به انسولین، استرس اکسیداتیو و وضعیت آنتی کسیدانی در افراد مبتال به کبدهدف کلی
چرب غیر الکلی
تشخیص بیماري کبد چرب غیر الکلی توسط پزشک و تایید آن بر اساس یافته هاي حاصل از سونو گرافی خواهد بود. گروه شاهد نیز ترجیحاخالصه روش کار
از بین دوستان و همکاران بیمار و یا سایر افراد سالمی که از لحاظ سن، جنس، BMI و سایر معیار هاي ورود مشابه گروه مورد بوده و مبتال به
بیماري NAFLD نمی باشند انتخاب خواهند شد.در ضمن انتخاب افراد بر اساس معیارهاي ورود و خروج (از نظر بیماري و مصرف داروها) به
صورت خودگزارشی خواهد بود.
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در مطالعه حاضر از طریق تعیین ارتباط پلی مورفیسم 276-ژن آدیپونکتین با مقاومت به انسولین، استرس اکسیداتیو می توان افرادچکیده طرح
مستعد به کبد چرب غیر الکلی را شناسایی کرد و به نقش آنها در اهداف درمانی جهت بهبود عالیم بیماري تاکید کرد.
بیماري کبد چرب غیر الکلی(NAFLD) ، تجمع چربی به ویژه تري گلیسیریدها (10-5 درصد) در سلولهاي کبدي است که بیش ازپیشینه طرح
5% وزن کبد راتشکیل می دهد ، در غیاب مصرف الکل بروز می یابد و اولین بار در سال 1980 توسطLudwig و همکارانش
معرفی شد (1, 2).این بیماري توسط افزایش آنزیم هاي کبدي مانند ترانس آمینازهاي کبدي و تغییر در پروفایل لیپیدي مشخص می
شود (3)و طیف وسیعی از عالیم بالینی و پاتولوژیک از استئاتوز ساده تا استئاتوهپاتیت غیر الکلی (NASH)، سیروز و حتی در نهایت
کارسینوماي سلول کبدي را در برمی گیرد
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در مطالعه حاضر از طریق تعیین ارتباط پلی مورفیسم 276-ژن آدیپونکتین با مقاومت به انسولین، استرس اکسیداتیو می توان افرادهدف از اجرا
مستعد به کبد چرب غیر الکلی را شناسایی کرد و به نقش آنها در اهداف درمانی جهت بهبود عالیم بیماري تاکید کرد.
1- بین پلی مورفیسم هاي 276-ژن آدیپونکتین و مقاومت به انسولین در افراد مبتال به NAFLDارتباط مثبت وجود دارد. 2- بینفرضیات یا سواالت پژوهشی
پلی مورفیسم هاي 276- ژن آدیپونکتین و استرس اکسیداتیودر افراد مبتال به NAFLDارتباط مثبت وجود دارد.
چه موسساتی می توانند از نتایج طرح
استفاده نمایند؟
بیمارستانهاو مراکز پژوهشی
در صورت ساخت دستگاه نظر صنعت و
داوران
ساخت دستگاه ندارد
پلی مورفیسم .ژن آدیپونکتین G+276 T .مقاومت به انسولین .کبد چرب غیر الکلیکلید وازه هاي فارسی
تشخیص بیماري کبد چرب غیر الکلی توسط پزشک و تایید آن بر اساس یافته هاي حاصل از سونو گرافی خواهد بود. گروه شاهد نیزروش پژوهش و تکنیک هاي اجرایی
ترجیحا از بین دوستان و همکاران بیمار و یا سایر افراد سالمی که از لحاظ سن، جنس، BMI و سایر معیار هاي ورود مشابه گروه
مورد بوده و مبتال به بیماري NAFLD نمی باشند انتخاب خواهند شد.در ضمن انتخاب افراد بر اساس معیارهاي ورود و خروج (از
نظر بیماري و مصرف داروها) به صورت خودگزارشی خواهد بود.
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در مطالعه حاضر از طریق تعیین ارتباط پلی مورفیسم 276-ژن آدیپونکتین با مقاومت به انسولین، استرس اکسیداتیو می توان افراددالیل ضرورت و توجیه انجام کار
مستعد به کبد چرب غیر الکلی را شناسایی کرد و به نقش آنها در اهداف درمانی جهت بهبود عالیم بیماري تاکید کرد.
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در حال انجام طرح می باشدخالصه نتیجه اجراي طرح
سابقه علمی طرح و پژوهش هاي انجام
شده با ذکر مأخذ به ویژه در ایران
ندارد
تعیین ارتباط بین پلی مورفیسم 276-ژن آدیپونکتین با مقاومت به انسولین در افراد مبتال به NAFLD و مقایسه آن با گروهخالصه طرح طبق اهداف پیش بینی شده
شاهدوتعیین ارتباط بین پلی مورفیسم 276-ژن آدیپونکتین با استرس اکسیداتیو در افراد مبتال به NAFLD و مقایسه آن با گروه
شاهد
WhatRequirementsAreMetدر این مطالعه ، 7 سی سی نمونه خون ناشتاي افراد واجد شرایط جهت بررسی هاي ژنتیک وبیوشیمیایی گرفته میشود. براي اندازه
گیري قند خون ناشتا، کیت مخصوص استفاده خواهد شد. نمونه هاي خون در لوله هاي داراي ماده ضد انعقاد (EDTA) جمع آوري
خواهد شد. نگهداري نمونه ها تا روز انجام آزمایشات در فریزر 70- درجه سانتیگراد انجام می شود. تعیین ژنوتیپ از طریق آزمایش
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توالی یابی انجام می شود. در ابتداي مطالعه، پس از حذف گلبولهاي قرمز از نمونه هاي خون، DNA گلبولهاي سفید استخراج
میشود. براي تکثیر قطعه مورد نظر از روش PCR استفاده شده و صحت PCR روي ژل آگارز توسط باند استاندارد کنترل میگردد.
محصولPCR تحت اثر هضم آنزیمی قرار گرفته و اجزاي هضم شده پس از الکتروفورز روي ژل آگارز و رنگ آمیزي با اتیدیوم
بروماید زیر نور ماورا بنفش بررسی شده و بر اساس طول قطعات مورد تفسیر قرار میگیرند.اساس روش اندازه گیري MDA سرمی:
بر پایه واکنش با تیوباربیتوریک اسید (TBA) ، استخراج با بوتانل نرمال ، اندازه گیري جذب باروش اسپکتروفتومتري و مقایسه جذب
با منحنی استاندارد می باشد.
از تمامی بیماران به منظور دادن نمونه رضایت کتبی گرفته خواهد شد و فرمی تهیه خواهد گردید که تمامی اطالعات مربوط بهمالحظات گروه
بیماران در آن ثبت خواهد گردید.
تمام اقدامات تحت نظارت و بررسی اعضاي گروه می باشدمالحظات ناظر
HomeAddress3 قزوین.بلوار خرمشهر.کوچه میربها.پالك
WorkPlaceمراکز درمانی
مطالعه حاضر بر روي 70 فرد مبتال به NAFLD (مورد) و 70 فرد سالم (شاهد) در محدوده سنی 65-20 سال انجام خواهد شد. اینجامعه مورد مطالعه و روش نمونه گیري
بیماران به روش تصادفی ساده از بین افراد مراجعه کننده به مطب متخصص گوارش انتخاب شده و پس از ارائه توضیحات الزم در
مورد نحوه انجام مطالعه و نیز اهداف مطالعه در صورت تمایل و پس از اخذ رضایتنامه کتبی وارد مطالعه خواهند شد. جهت محاسبه
حجم نمونه، اطالعات اولیه شامل درصد فراوانی ژنوتیپ GT 45ژن آدیپونکتین ، بر اساس مطالعه Musso(31)به دست آمد و با
در نظر گرفتن اطمینان 95 %، توان آزمون 80 % مطابق با فرمول زیر حداقل حجم نمونه در هر گروه برابر 68مورد به دست آمد که
n=((Z_(1-α/2)+Z_(1-β) )^2 [P_1 (1-P_1 )+P_2 (1- .جهت کسب اطمینان در هر گروه 70 نفر انتخاب خواهند شد
P_2 )])/〖(P_1-P_2)〗^2 n=(〖(1.96+0.84)〗^(2 ) (0.36 (1-0.36)+0.15 (1-0.15)))/〖(0.36-0.15)〗^2
n=68
بیماري کبد چرب غیر الکلی(NAFLD) ، تجمع چربی به ویژه تري گلیسیریدها (10-5 درصد) در سلولهاي کبدي است که بیش ازبیان مسأله وبررسی متون
5% وزن کبد راتشکیل می دهد ، در غیاب مصرف الکل بروز می یابد و اولین بار در سال 1980 توسطLudwig و همکارانش
معرفی شد (1, 2).این بیماري توسط افزایش آنزیم هاي کبدي مانند ترانس آمینازهاي کبدي و تغییر در پروفایل لیپیدي مشخص می
شود (3)و طیف وسیعی از عالیم بالینی و پاتولوژیک از استئاتوز ساده تا استئاتوهپاتیت غیر الکلی (NASH)، سیروز و حتی در نهایت
کارسینوماي سلول کبدي را در برمی گیرد(2, 3). اساسا شیوع NAFLD به دلیل افزایش شیوع چاقی رو به افزایش است و %30
بزرگساالن در ایالت متحده و سایر کشورهاي غربی به این بیماري مبتال هستند. این میزان در افراد چاق به 57% در افراد مبتال به
دیابت نوع دو 70% و در چاقی بیمارگونه به 90% رسیده است(2). از طرفی شیوع چاقی و سندروم متابولیک به عنوان مهم ترین
ریسک فاکتورهاي ابتال به بیماري کبد چرب در ایران در حال افزایش است؛ بنابر این شیوع NAFLD و NASH و عوارض مرتبط
با آن در آینده افزایش می یابد(4).بر اساس جدید ترین یافته ها، در مطالعه اي که در شیراز بین سالهاي 2010 و 2011 انجام گرفت،
میزان شیوع NAFLD ، 5/21% جمعیت عمومی بزرگسال به دست آمد (5) .باالترین میزان شیوع گزارش شده NAFLD در سال
،NAFLD 2011 در جمعیت بزرگسال ایرانی مبتال به دیابت نوع دو ، 8/55 %بود(6). عمده ترین ریسک فاکتورهاي ابتال به بیماري
افزایش وزن بدن، دیابت نوع 2، دیس لیپیدمی و مقاومت به انسولین هستند(3, 7, 8)؛ از این رو این بیماري را تظاهر کبدي سندروم
متابولیک تعریف می کنند(3). ازسایرعوامل خطر ابتال به بیماري کبد چرب غیر الکلی می توان به اختالالت متابولیسم لیپیدي،
سندروم بازخوري ، کاهش وزن شدید متعاقب باي پس معدي یا ژژنوایلئال، لیپودیستروفی، تغذیه وریدي کامل و داروهایی
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مانندamiodarone,diltiazem steroids ,synthetic oestrogens و tamoxifen اشاره نمود(8). با توجه به
اهمیت این بیماري، دیدگاه عمومی دربرگیرنده تالشهایی براي پیشگیري از این بیماري، آموزش عمومی و تشویق به افزایش فعالیت
بدنی و عادات غذایی سالم بین بزرگساالن است که نه تنها افراد در معرض خطر مانند افراد چاق و مبتال به دیابت نوع 2، بلکه افرادي
را که چاق نیستند و ممکن است در معرض خطر این پیامدها باشند را شامل می شود. از نظر بالینی، عوامل تاثیرگذار در افراد مبتال به
NAFLD منطقه آسیا-اقیانوس آرام که چاق نیستند شامل افزایش در وزن بدن، توزیع متفاوت بافت چربی احشایی، دریافت
کلسترول باالي رژیم غذایی، محل زندگی، فعالیت بدنی ناکافی و زمینه ژنتیکی خاص می باشد(9). بنابراین به نظر می رسد هم
ژنتیک و هم فاکتورهاي محیطی در بروز بیماري هاي غیر واگیردار نقش دارند (10). تعامل بین فاکتورهاي بیولوژیکی، فاکتورهاي
روانی-رفتاري و فاکتورهاي محیطی، در تجمع چربی بدن، توزیع چربی، چاقی و خطرات سالمتی مرتبط موثرند (11). انسولین به
عنوان یک هورمون آنتی لیپولیتیک در حالت مقاومت به انسولین در استئاتوز و تجمع چربی در کبد دخالت می کند نشان داده شده
است که در بیماران NAFLD میزان کاهش حساسیت به انسولین نه تنها در بافت عضله، بلکه در (12).استرس اکسیداتیو در سیستم
هاي بیولوژیکی، اولین بار توسط sies و همکاران به عنوان عدم تعادل در سیستم پرواکسیدان/ آنتی اکسیدان تعریف شد (13). عدم
تعادل در معادله ي پرواکسیدان/ آنتی اکسیدان، فرضیه استرس اکسیداتیو را در کبد مطرح می کند؛ شرایطی که سبب ایجاد رویداد
هاي پاتولوژیک در این اندام حیاتی می شود و گونه هاي فعال اکسیژن (ROS) با اثرات سمی خود منجر به پراکسیداسیون لیپید
هاي غشایی و در نهایت فیبروز کبدي می شود (14, 15). از آن جا که اتیولوژي NAFLD چند عاملی است، اکثر مطالعات به اهمیت
نقش فاکتورهاي ژنتیکی در تعیین ریسک بیماري اشاره داشته اند(3)و سهم ژنتیک در بروز این بیماري 39% برآورد شده است(7). از
APOC3 ،PNPLA3 ، جمله ژن هایی که ارتباط آنها با بیماري کبد چرب غیر الکلی مورد ارزیابی قرار گرفته می توان به
β-3adrenergic و PPAR ها اشاره نمود (3). عامل نکروز کننده تومور آلفا (TNFα)، یک پروتئین هموتریمري است که در
ایجاد التهاب نقش دارد و جز سایتوکین هایی است که واکنش هاي مرحله حاد را فعال می کنند(16). سیتوکین TNFα به عنوان
یک تنظیم کننده بیان ژن سبب افزایش مقاومت به انسولین و چاقی می شود(17). بیان این ژن در زمان ابتال به چاقی افزایش می
یابد. لذا از آنجایی که این TNF-α یکی از سایتوکاین هاي مهم مترشحه از بافت چربی در چاقی است ژن آن می تواند یکی از ژن
هاي انتخابی براي بررسی چاقی و بیماري هاي مرتبط با آن باشد(17, 18) ژن کد کننده تومور نکروز فاکتور الفا بر روي بازوي کوتاه
کروموزوم 6 قرار دارد. پلی پپتیدي به طول 157 آمینواسید کد می کند که از یک پیش ساز 233 آمینواسیدي به دست می آید.
TNF-α-238یکی از پلی مورفیسم هاي شناخته شده ژن، با جا به جایی نوکلئوتید G با A در این جایگاه بر روي بازوي کوتاه
کروموزوم 6 قرار دارد. این پلی مورفیسم، در منطقه پروموتوري ژن تومور نکروز فاکتور آلفا اتفاق می افتد. جهش از نوع
missense بوده و باعث قرار گیري اسید آمینه اسپاراژین به جاي آسپاراتات می گردد، نشان داده شده است که این بیان این ژن
در درون سلول هاي هپاتیک افراد NAFLD افزایش می یابد (19). ژن آدیپونکتین بر بازوي بلند کروموزوم 3 قرار دارد و 1.579
کیلو باز طول داشته، داراي 3 اگزون می باشد. نقطه شروع رونویسی در اگزون 2 می باشد. پروتئین کد شده توسط این ژن 244
آمینواسید داشته و 26414 دالتون وزن دارد. واریانتهاي ژنتیکی به صورت در مناطق پروموتوري و اگزونی این ژن گزارش شده است
چاقی دیابت و سندرم متابولیک در ارتباط هستند. ژن با نشان داده شده است که پلی مورفیسم 45+ اگزون 2 که در ژن آدیپونکتین
اتفاق می افتد باعث تغییر در اسید امینه نمی گردد پلی مرفیسم بر اسپالیسینگ وپایداري mRNA تاثیر گذاشته و میزان بیان
پروتئین در سطح سرمی را کاهش می یابد.آدیپونکتین نیز از جمله پروتئین هایی است که از بافت چربی ترشح شده و سطح سرمی
آن در افراد چاق کاهش چشمگیري را نشان می دهد(20) و یکی از آدیپو سایتوکاین هایی است که با مقاومت به انسولین و دیابت
نوع 2 مرتبط است(21, 22).به عالوه آدیپونکتین در تنظیم ترشح فاکتور نکروز تومور (TNF) نیز شرکت میکند(23) و با التهاب و
فیبروز کبدي مرتبط است(24, 25). همچنین در شرایط طبیعی بدن، آدیپونکتین عالوه تاثیر بر نحوه عملکرد انسولین، در هموستاز
انرژي و متابولیسم لیپید و گلوکز نقش مهمی را بازي می کند(26). مرور مطالعات انجام شده: مطالعات متعددي نشان داده است که
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پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدي ژن آدیپونکتین در اگزون اینترون +276 با مقاومت به انسولین و شیوع دیابت نوع 2 مرتبط است(27-
29). نتایج مطالعه اي که در سال 2009 توسط Tokushige و همکاران با هدف بررسی پلی مورفیسم هاي تک نوکلوتیدي
آدیپونکتین بر روي 119 بیمار مبتال به NAFLD انجام شد، نشان داد پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدي +45 و +276 ادیپونکتین با
فیبروز کبدي و مقاومت به انسولین مرتبط است(30). در مطالعه اي که توسط Musso و همکاران در سال 2007 با هدف بررسی
شیوع پلی مورفیسم تک نوکلوتیدي آدیپونکتین بر روي 70 بیمار مبتال به کبد چرب غیر الکلی و 70 نفر گروه کنترل انجام گرفت،
یافته ها نشان داد شیوع پلی مورفیسم تک نوکلوئیدي TT 45 و 276GT در افراد مبتال بهNAFLD شایع تر است و با شدت
بیماري کبدي مرتبط است(31). نتایج حاصل از مطالعهVALENTI و همکاران در سال 2002 بروي 99 بیمار مبتال به کبد چرب
غیر الکلی و 172 نفر گروه کنترل نشان داد شیوع پلی مورفیسم TNFα -238 در بیماران در مقایسه با گروه کنترل باالتر و با
مقاومت به انسولین مرتبط است(32). در مطالعه اي که در سال 2007 توسط Tokushige و همکاران برروي 102 بیمار (کدام
نوع بیماري؟) و 100 نفر گروه کنترل انجام شد پروموتور TNF در مکان هاي _1031, _863, _857, _308, _238مورد بررسی
قرار گرفت و نتایج احتمال ارتباط این پلی مورفیسم را با پیشرفت بیماري نشان داد(33). در مطالعه Murillo و همکاران در سال
2011 بر روي 68 بیمار و 100 نفر گروه کنترل بین TNFα-238و NAFLD ارتباط معنی دار یافت شد(34). در مطالعهZhou و
همکاران در سال 2009 بر روي 117 بیمار و 117 سالم ، ارتباط معنی داري بین TNFα-238 و adiponectin-45 با استعداد
به NAFLD به دست آمد(ROS .(35 همچنین منجر به ترشح سایتوکاین هایی از قبیل TNF-αمی گردد(14) و استرس
اکسیداتیو در افراد با آدیپونکتین پایین، افزایش می یابد(36).سیستم دفاع آنتی اکسیدانی بدن از سلول ها در برابر این استرس
اکسیداتیو محافظت می کند (37). لذا بر اساس جستجو هاي انجام یافته، با توجه به نقش چاقی و مقاومت به انسولین به عنوان یکی
از ریسک فاکتورهاي NAFLD و پراکسیداسیون لیپیدي و نقش آن در ایجاد التهاب و پیشرفت کبد چرب غیر الکلی به
استئاتوهپاتیت غیر الکلی و با توجه به اینکه در زمینه دخالت ژنتیکی TNF-α و آدیپونکتین و ارتباط آنها با وضعیت اکسیداتیو در
افراد مبتال به کبد چرب مطالعه اي انجام نیافته است؛ به نظر می رسد انجام این گونه مطالعات بتواند چشم انداز هاي با ارزشی را به
منظور درك استعداد ژنتیکی ابتال به این بیماریها فراهم نماید و همچنین ممکن است منجر به بهبود تشخیص بالینی و مدیریت بهتر
بیماران گرددبنابراین انجام پژوهش در این زمینه ضروري به نظر می رسد و مطالعه کنونی نیز بر این اساس صورت خواهد گرفت.
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